弥漫大B细胞淋巴瘤(DLBCL)是最常见的非霍奇金淋巴瘤，其形态学及生物学行为异质性大，其预后与多种因素有关[@b1]。研究表明，基因异常及其生物学行为与DLBCL预后关系密切，然而关于BCL-2及MYC基因"双打击"与DLBCL预后的关系文献报道并不一致[@b2]--[@b5]。在本研究中，我们对111例DLBCL患者临床及病理资料进行回顾性分析并检测BCL-2、MYC基因状态及相关蛋白标志，探讨BCL-2及MYC基因状态与DLBCL预后的关系。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：2002年1月至2008年1月本院收治的111例DLBCL患者纳入研究。根据患者临床和病理资料，按照2008年WHO淋巴造血系统肿瘤分类标准重新分类。

2．免疫组化方法及抗体：免疫组化检测采用Envision二步法，所用一抗包括丹麦DAKO公司的CD20、CD3、CD79a、CD5、CyclinD1、CD10、BCL-6、MUM1、BCL-2和英国Novocastra公司的CD30。

3．间期荧光原位杂交(FISH)法检测BCL-2及MYC基因：BCL-2及MYC基因检测使用美国Vysis公司探针及试剂盒。BCL-2为融合探针，MYC为分离探针，操作过程及判读标准均按照试剂盒说明书进行。以5例反应性增生的淋巴结标本假阳性信号频率的均数加3倍标准差为正常值上限。BCL-2易位和拷贝数增加的正常值上限分别为20％和5%，MYC易位和拷贝数增加的正常值上限分别为3％和5%。BCL-2及MYC基因FISH检测结果分别见[图1](#figure1){ref-type="fig"}、[2](#figure2){ref-type="fig"}。

![间期荧光原位杂交法检测BCL-2基因(融合探针)\
A：正常信号（两红两绿）；B：BCL-2基因多拷贝（肿瘤细胞核内多个红绿信号）](cjh-36-08-656-g001){#figure1}

![间期荧光原位杂交法检测MYC基因(分离探针)\
A：正常信号（两个黄色信号或两个相邻的红绿信号）；B：基因多拷贝（多个橘色信号或相邻的红绿信号）](cjh-36-08-656-g002){#figure2}

4．随访：随访信息收集自本院随访科(电话、信件随访)，以确诊时间为随访开始时间，随访截止时间为2013年10月30日。此外，对于终止随访的患者记录终止随访原因(如因病死亡、失访或死于其他无关原因)。将从确诊到任何原因引起死亡之间的时间段定义为总生存(OS)期。

5．统计学处理：采用SAS 8.2统计学软件进行数据分析。进行χ^2^检验、COX比例风险回归模型及寿命表生存分析，不同生存曲线间差异性比较采用对数秩和检验(Log-rank检验)。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般资料：111例患者中男77例、女34例，中位发病年龄为55(14\~85)岁。原发淋巴结内者64例，原发结外者38例，9例同时累及淋巴结及结外脏器。

有完整随访结果的101例患者中，男68例、女33例；发病年龄：\<40岁17例(16.8%)，40\~60岁44例(43.6%)，\>60岁40例(39.6%)，中位发病年龄为55(14\~85)岁；淋巴结内原发64例，淋巴结外原发38例，9例同时累及淋巴结及结外脏器；Ann Arbor分期：早期(Ⅰ、Ⅱ期)74例(73.3%)、进展期(Ⅲ、Ⅳ期) 27例(26.7%)。LDH水平：正常41例(40.6%)，升高60例(59.4%)；美国东部肿瘤协作组(ECOG)体能状态评分：\<2分61例(60.4%)，≥2分40例(39.6%)；国际预后指数(IPI)分组：低危组(0\~1分)50例(49.5%)，中危组(2\~3分)40例(39.6%)，高危组(4\~5分)11例(10.9%)。

2．免疫组化结果：所有111例患者均表达B细胞标志，不表达T细胞标志。部分患者进行CD10、BCL-6、MUM-1、BCL-2蛋白检测，阳性率分别为15.7%(16/102)、58.8%(60/102)、33.0%(34/103)、74.8%(77/103)。Ki-67标记肿瘤增殖活性检测：低增殖活性(阳性率\<30%)占44.1%(45/102)，中等增殖活性(阳性率30%\~50%)占9.8%(10/102)，高增殖活性(阳性率\>50%)占46.1%(47/102)。按照Hans模型分类，生发中心起源B细胞型(GCB型)占40.8% (42/103)，非生发中心起源B细胞型(non-GCB)占59.2%(61/103)。GCB组BCL-2表达率为64.3%(27/42)，non-GCB组为82.0%(50/61)，差异有统计学意义(*P*=0.040)。

3．BCL-2、MYC基因FISH检测结果及其与蛋白表达之间的关系：73例患者进行了FISH检测，计算有明确可判读信号样本中BCL-2及MYC基因异常检出率。BCL-2基因异常检出率为43.1%\[25/58，24例多拷贝(以3拷贝为主)，1例易位\]，MYC基因异常检出率为20.4%\[10/49，10例均为多拷贝(以4拷贝为主)\]，BCL-2及MYC基因同时存在异常者占13.0%(6/46)。

BCL-2基因正常、异常患者蛋白表达率分别为60.6%(20/33)、88.0%(22/25)，差异有统计学意义(χ^2^=5.343，*P*=0.020)。GCB组、non-GCB组BCL-2基因异常检出率分别为28.6% (6/21)、51.4% (19/37)，差异无统计学意义(χ^2^=2.169，*P*=0.141)。GCB组、non-GCB组MYC基因异常检出率分别为15.8%(3/19)、23.3%(7/30)，差异无统计学意义(χ^2^=0.408，*P*=0.523)。

4．治疗方法与疗效分析：有完整随访资料的101例患者中，单纯化疗(化疗组)40例，单纯手术或放疗(非化疗组)15例，化疗联合手术和(或)放疗(综合治疗组)46例。86例接受化疗的患者(单纯化疗40例、综合治疗46例)中，74例初治方案为CHOP(环磷酰胺＋阿霉素＋长春新碱＋泼尼松)方案，6例为CHOPE(环磷酰胺＋阿霉素＋长春新碱＋泼尼松＋依托泊苷)方案，6例为COP(环磷酰胺＋长春新碱＋泼尼松)方案，8例患者联合使用了利妥昔单抗(6例使用4个疗程或以上)。所有患者中仅有1例在化疗完全缓解后接受了自体造血干细胞移植。23例原发于头颈部或瘤体较大的患者在初治或复发治疗时接受了25\~46 Gy的局部放疗。

至随访终点，有完整随访资料的101例患者中死亡60例(59.4%)。非化疗组、化疗组、综合治疗组的病死率分别为93.8%(14/15)、62.5%(25/40)、45.7%(21/46)。生存分析显示患者中位OS时间为24 (1\~108)个月，3、5年OS率分别为48.5%、39.7%。非化疗组(15例)3年及5年OS率分别为7.94％及0，化疗组(40例)3年及5年OS率分别为40％及36%，综合治疗组(46例)3年及5年OS率分别为64.5％及54.2%，各组之间OS率差异有统计学意义(*P*\<0.001)([图3](#figure3){ref-type="fig"})。

![不同治疗方法对弥漫大B细胞淋巴瘤患者生存状况的影响](cjh-36-08-656-g003){#figure3}

5．基因异常与患者预后之间的关系分析：单因素生存分析显示，BCL-2基因异常、正常患者OS率差异无统计学意义(22.8％对34.2%，*P*=0.770)。MYC基因异常、正常患者OS率差异亦无统计学意义(22.2％对35.9%，*P*=0.650)。在此基础上，我们将6例两基因同时存在异常患者的生存状况与单基因异常的患者进行比较，结果显示两基因同时存在异常患者的5年OS率为0，状况明显较单基因异常患者差(*P*=0.034)。6例两基因同时存在异常患者临床治疗及随访资料详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 6例BCL-2、MYC基因同时存在异常患者临床资料

  例号    性别   年龄(岁)  发病部位                  临床分期   LDH(U/L)   结外受累部位   ECOG评分   IPI评分   BCL-2(拷贝数)   MYC(拷贝数)  治疗                         转归   生存时间(月)
  ------ ------ ---------- ------------------------ ---------- ---------- -------------- ---------- --------- --------------- ------------- --------------------------- ------ --------------
  1        男       56     回盲部                       ⅡE        389           1            0          1          4\~6           3\~5      CHOP×2+局部放疗(26 Gy)       死亡        1
  2        男       82     咽                           ⅡE        189           1            0          1          3\~6           3\~6      CHOP×2+局部放疗(28 Gy)       死亡        58
  3        女       57     回肠、直肠与周围淋巴结       ⅣE        367           2            1          4          3\~5           3\~5      直肠癌根治术+部分小肠切除    死亡        9
  4        男       48     颈部                         Ⅱ         429           0            1          1          3\~5           3\~5      CHOP×6                       死亡        6
  5        男       79     胃                           ⅡE        200           1            1          2          3\~5           3\~5      胃癌根治术                   死亡        3
  6        男       77     颈部                         Ⅱ         586           0            0          2          3\~5           3\~5      CHOP×6                       死亡        6

注：ECOG评分：美国东部肿瘤协作组体能状态评分；IPI：国际预后指数；CHOP：环磷酰胺＋阿霉素＋长春新碱＋泼尼松

6．生存分析：单因素分析显示BCL-6蛋白表达(*P*=0.024)为良性预后因素。ECOG评分≥2(*P*=0.006)、IPI危险分级增加(*P*\<0.001)、BCL-2及MYC基因同时存在异常(*P*=0.034)为不良预后因素。101例患者全部纳入COX比例风险模型回归分析，结果显示ECOG评分(*HR*=2.938，95%*CI* 1.409\~6.125，*P*=0.004)、IPI危险分级(*HR*=1.845，95% *CI* 1.183\~2.278，*P*=0.007)、治疗方法(*HR*=0.054，95% *CI* 0.324\~0.911，*P*=0.021)为独立预后因素。

讨论 {#s3}
====

传统意义上的"双打击"淋巴瘤(double hit lymphoma，DHL)是指同时存在MYC/8q24及其他基因位点易位的B细胞淋巴瘤，最常见的是BCL-2/18q21，其他较少见的包括BCL-6、CCND1及BACH2等基因[@b5]--[@b10]。近年来有研究发现包括MYC基因在内的多个基因拷贝数增加或扩增同样可以影响肿瘤的生物学行为，从而使DHL的概念进一步得到扩展[@b11]--[@b15]。

DHL在DLBCL中发生率很低，属于少见病例。在本研究中，BCL-2及MYC基因同时存在异常者占13.0%，全部为基因拷贝数增加或扩增，较文献报道略高[@b16]--[@b18]，这种差别可能与这些研究中仅仅把基因易位作为判断DHL的标准有关。我们的检测结果中BCL-2及MYC基因的异常变化主要是基因拷贝数增加而非重排，提示本组DLBCL病例的分子遗传学特点可能与西方国家不同。

单因素生存分析未发现BCL-2或MYC基因异常对患者整体生存有明显影响，然而同时存在BCL-2及MYC基因异常患者预后明显较单个基因异常及未发生基因改变的患者预后差(*P*=0.034)。6例DHL患者中2例Ⅱ期患者接受了当时较为规范的2个周期化疗联合局部放疗，2例Ⅱ期患者接受了6个周期化疗。当然其中2例患者仅仅接受了手术治疗对预后的统计学分析有一定影响。本研究为回顾性研究，中国DHL患者的基因异常是否与西方人种不同尚需更多的资料及研究证实。

MYC基因编码转录因子，参与细胞生长、增殖、分化、凋亡等多个过程，与肿瘤形成密切相关。MYC重排是Burkitt淋巴瘤(BL)的特征性表现，约见于85％的BL。文献报道的MYC基因在DLBCL中重排率为10%\~15%，其伙伴基因主要为免疫球蛋白重链的编码基因，即IgH-MYC易位，众多研究显示MYC基因重排为DLBCL的不良预后因素，利妥昔单抗的应用也不能克服这一不良影响[@b3],[@b15],[@b19]--[@b22]，最近研究表明，除重排外，MYC的基因拷贝数增加及扩增同样是DLBCL的不良预后因素[@b15],[@b22]--[@b23]。本研究中MYC基因异常检出率为20.4%，均为多拷贝，与文献报道存在一定的差异，单因素生存分析及COX多因素回归分析均未发现其与预后的相关性，分析原因可能是我们的FISH检测中有明确可判读信号病例数较少(49例)造成的。

BCL-2是凋亡抑制基因，其重排最常见于滤泡性淋巴瘤(FL)[@b23]。在原发性DLBCL, BCL-2基因重排发生率为20%\~30%，而BCL-2蛋白表达率在40%\~60%，BCL-2基因重排与预后无明显相关性[@b23]。然而在众多研究中，BCL-2蛋白表达对DLBCL预后的影响结果并不一致，BCL-2蛋白表达是GCB及non-GCB患者的不良预后因素[@b24]--[@b26]。本研究中，BCL-2基因异常检出率为43.1%，生存分析显示基因异常与预后无明显相关性。non-GCB组中BCL-2基因异常检出率与GCB组差异无统计学意义(51.4％对28.6%，*P*\>0.05)。non-GCB组中BCL-2蛋白表达率高于GCB组(82.0％对64.3%，*P*\<0.05)。BCL-2基因异常者蛋白表达率较BCL-2基因正常者高(88.0％对60.6%，*P*=0.020)，提示BCL-2基因异常与BCL-2蛋白表达明显相关。生存分析显示BCL-2蛋白表达对DLBCL整体预后影响不大，而在non-GCB组中，BCL-2蛋白表达与不良预后明显相关，与文献[@b25]--[@b26]报道结果一致。

BCL-6蛋白在生发中心形成和维持生发中心B细胞的存活中起着重要作用，多项研究表明，BCL-6蛋白表达是DLBCL患者的一个良性预后因素[@b27]--[@b29]。本研究中BCL-6蛋白表达率为58.8%(60/102)，单因素分析显示BCL-6蛋白表达为良性预后因素。

本研究综合治疗组长期生存状况显著优于另外两组，而单纯化疗组较非化疗组长期生存状况好，提示治疗方法的不同是影响预后的重要因素。本研究中接受利妥昔单抗治疗的病例数有限，故对此未行相关预后分析。IPI评分是迄今为止公认的预后相关指标，报道显示IPI评分对DLBCL有较好的预后提示作用，IPI评分越高预后越差[@b25]--[@b26],[@b29]。在利妥昔单抗使用以后，IPI评分仍为独立的预后因素[@b30]--[@b31]。本研究中，COX比例风险模型回归分析结果显示治疗方法及IPI危险分级均为独立的预后指标。

"双打击"DLBDL为高度侵袭性淋巴瘤。本研究显示DLBCL中存在的BCL-2及MYC基因的变化主要是基因拷贝数增加而非重排，提示我国DLBCL患者的分子遗传学特征可能与西方国家患者存在差异。
